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緒 論
人間活動の増大 に伴い,大 量 の生活排水,工 場廃水,畜 産排水,肥 料 ・農薬等が
河川や地下水をは じめとする陸水 中に流入 し,深刻な水質汚濁を引 き起こしている.
水は全ての生命活動の源 となるだけに,そ の汚染の拡大防止,修 復は人類の緊急課
題である.そ のためには,工 学的な対応のみならず,人 為的な負荷の生態系への影
響を評価 し,根本的な解決を図 らなければならない.
生態系の根幹部 を構成する細菌は,分 解者 として有機化合物を無機化する役割 を
果た していると同時に,腐 食連鎖の第一次生産者 として上位の生物 に栄養源 として
利用 されてお り(1),物質循環 において中心的な役割を担っている.そ の世代交代時
間は短 く,多様な機能を持 っていることから(2-4),環境変化 に速やかに応答 した群集
を形成する.ま た,そ の変化 は上位の生態系 に影響 を及ぼす.したがって,人 為的
負荷 に対する細菌群集の応答は,生 態系への影響 を早期に見出すための優れた生物
指標 となる.
群集の種構成の変化パ ターンを示すのに,種 多様性が生態学において広 く用い ら
れている.種 多様性は一般 に,種 の豊か さと均等性に基づいて評価 される(5).例
えば,河 川では有機物汚染の進行 に伴い,水 生生物の多様性は低下 し,イ トミミズ
科に代表 される特定の種 により優 占されることが知 られている(6).環境負荷の細-菌
群集への撹乱を評価するにあたって も,細 菌群集の多様性の変化を解析することが
有効になると考 えられる.し か しなが ら,自 然環境中の細菌の大部分は培養で きな
い(7-10)という手法的な制約や細菌の種の同定は容易ではない という問題から,環 境負
荷に対する細菌群集の多様性の変化 については十分な解析がなされていない.
培養操作 に依存することな く自然環境中の細菌群集構造 を解析するに当たっては,
細菌群集を多様 な遺伝子の集合体 として捉 え,個 々の遺伝子 を解析するというアプ
ローチが有効である.種 々の遺伝子情報の中でも16SrDNAは,変異領域 と保存領
域が確認 されてお り,特定の種間での保存性が高いことから(11),系統分類および進
化系統の指標分子 として広 く利用 されている.し たがって,自然環境中の細菌の16S
rDNAを標的とすることで,培 養操作 に依存することなく,細菌群集構造の解析が可
能 となる.代 表的な手法 として,環 境試料中の細菌か ら抽出 したDNAの16SrDNA
をPCR増幅 したのち,ク ローンライブラリーを作成 し,塩基配列を決定するという
方法が土壌や水圏サ ンプルの細菌群集構造解析に広 く用いられている(12-18).本手法
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を用いることで,群 集を構成する細菌の種 ・属に関する情報を得ることができ,細
菌群集構造の詳細な解析が可能 となるが,1つの環境サンプルの解析 に多 くの労力 と
時間を要することから,細 菌群集の多様性の変化 を継続的にモニタリングするには
適当な手法 とは言えない.そ こで,簡 便 に細菌群集の多様性の変化 をモニタリング
する手法 として,変 性剤濃度勾配ゲル電気泳動法,(DenaturingGradientGel
Electrophoresis,DGGE法)が注 目されている(19-26).DGGE法で得 られる各バン ドの
輝度は個々の種の存在量を,バン ドの数は種の数を反映 していると考えられる(27).し
たがって,本 手法では,種 の同定を行 うことな く細菌群集の多様性の変化 をゲル上
のバン ドパターンの変化 として解析できる.ま た,環 境試料から得 られる複雑 なバ
ン ドパ ターンか ら,多様性指数の算出(27)やバ ン ドパ ターンの類似性評価(28-30)を行 う
ことで,細 菌群集の多様性の変化 を客観的に評価することが可能である.さ らに,
機能遺伝子を標的 とすることで,特 定の機能を持つ細菌の多様性解析 も可能となる
(31,32).本 研究では,環 境負荷の地下水中の細菌群集に対する撹乱を,継 続的にモニ
タリングで きる手法として,DGGE法に着 目した.
地下水 中には,多 種多様 な細菌が存在するので,そ の多様性の解析にDGGE法を適
用するにあたっては,適 切な泳動条件を検討する必要がある.そ のためには,変 性
剤濃度勾配の設定 と泳動時間の決定が重要 となる.そ こでまず,標 準株,地 下水サ
ンプル,お よび河川水サンプルを用いて,地 下水中の細菌群集構造の解析 に適 した
DGGE泳動条件 を検討 した.
次に,千 葉県君津市で行 われたバイオレメディエーション実証試験現場地下水 中
の細菌群集の多様性の変化をDGGE法によりモニタリング し,処理の細菌群集への撹
乱について検討 した.バ イオレメディエーションとは微生物の持つ物質分解能力 を
利用 して,汚 染 した環境を修復する技術 である.汚 染現場でのバイオレメディエー
シ ョンの運用にあたっては,技 術の有効性を微生物学的側面から評価すること,お
よび実施 に伴 う環境への影響評価 を行 うことが重要 となる.そ のためには,ま ず汚
染物質の分解に関与する特定の微生物をモニタリングする必要があるとともに,現
場の微生物群集構造の変化を解析する必要がある.し かしながら,自 然環境中の細
菌の大部分は培養できない という手法上の制約から,バ イオレメディエーシ ョンに
おける微生物の寄与については,ブ ラックボックスとして扱われてきた.そ のため
に効率的な浄化が見 られない場合の原因解明や解決策について,浄 化の中心的役割
を担 う微生物面か らの検討がで きないという問題がある。また,微 生物群集に対す
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る影響について理解 されていないため,バ イオ レメディエーションの生態系への負
荷 を客観的に評価 ・確認することが難 しい という問題 も抱 えている.
そこで本研究では,DGGE法を用いてバイオレメディエーション実証試験現場地下
水中の細菌群集の多様性の変化 をモニタリングし,処理の細菌群集への撹乱 につい
ての知見 を得た.
バイオレメディエーシ ョンにおいて,微 生物が浄化の中心的役割を担っているに
もかかわらず,そ の寄与の解明についての研究は始まったばか りである.バ イオレ
メディエーシ ョン技術の有効性を微生物面か ら評価するためには,ま ず汚染物質分
解菌の挙動についての理解を深めなければならない.
そこで,バ イオレメディエーション実証試験現場の地下水試料 に対 して,メ タン
資化菌を標的 とするプライマー(33-35)を用いたDGGE解析 を行い,処 理による分解菌
の挙動を解析 した.
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本論
第 一 章 地 下水 中 の細 菌 群 集 の多様 性 を解 析 す る た め の 変性 剤 濃 度勾 配
ゲ ル電気 泳 動 法 の条 件 検 討
環境負荷 による地下水 中の細菌群集への撹乱 を,そ の多様性の変化か ら評価す る
上で,変 性剤濃度勾配ゲル電気泳動法(DGGE法)は有効な手法であると考えられる.
地下水 中には,多 種多様 な細菌が存在 し,DGGEのバ ンドパ ターンは複雑になるこ
とか ら,そ の適用にあたっては,用 いるプライマーにより得 られるPCR産 物の分離
条件を検討 しなければな らない.そ のためには,解 析するDNA断 片の2本 鎖か ら
1本 鎖への解離度 を求め,適 切な変性剤濃度勾配の設定が必要 となる.ま た,複 数
のDNA断 片の分離度を最大にするためには,全 てのDNA断 片のゲル上での泳動が
完了する泳動時間を決定する必要がある.そ こで,本 研究では,地 下水 中の細菌群
集構造解析 にDGGE法を適用するための条件検討を行 った.
材料および方法
採水地点
地下水 は,千 葉県君津市久留里市場の2本 の井戸 より深度約4mの 地点か ら,採 水
器(井 戸用採水器 形式;SY-IK-B,400ml容,吉野計器〉を用いて,1997年12月24
日に採取 した.河 川水 は大阪府内を流れる神崎川の神崎橋 よ り1997年10月27日,
猪名川の桑津 より1997年12月10日に表層水を採取 した.河 川水,地 下水の採取
時に採水現場で測定 した気温,水 温,pH,EC,DOをTable1に示 した.
細菌株
DGGEの条件検討にあたっては,AcinetobactercalcoaceticusATCC23055,Escherichia
coliK-12W3110,ならびにFlavobacteriumjohnsoniaeATCC17061を用いた.こ れ ら
の菌株 はLB培 地(1%Bactotryptone,0.5%Yeastextract,1%NaCl[pH7.9])中で定常期 ま
で培養 し,実 験に用いた.
DNA抽出
試料1.5mlを4℃,15,000xg,45分問遠心 し,細 菌 を沈殿 させ回収 した.
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遠心後の上清 を別のチューブに移 し,再 び4℃,15,000xg,45分間遠心 し,再度細
菌の回収 を行 った.そ れぞれの沈殿を25μ1の滅菌水で懸濁 し,液体窒素による凍
結,室 温 での融解を3回 繰 り返 したのち,懸 濁液を1本 のチューブにまとめた.
Table1.Physico-chemicalcharacteristicsofriverwaterandgroundwater
A.T.W.T.S
amplingstationsSamplingdate(°C)(°C)pH
ECDO
(μSlcm)(mgll)
Kanzakibashi
Kuwazu
Kimitsu-C
Kimitsu-MS
Oct.27,'97
Dec.10,'97
Dec.24,'97
Dec.24,'97
16.0
7.5
3.1
3.2
17.6
11.5
13.5
12.8
7。7
7.9
7.0
7.1
1600
220
213
279
7.7
6.3
3.4
1.7
A.T.,atmospherictemperature;W.T.,watertemperature;EC,electricconductivity;
DO,dissolvedoxygen.
プ ラ イ マ ー
当研 究 室 で 設 計 した 真 正 細 菌 の16SrDNAに 特 異 性 を示 すneoEUBプ ラ イ マ ー
を用 い た.ま た,DGGE解 析 を行 う た め に,933fプ ラ イ マ ー の5'末 端 にGCク ラ
ン プ を負 荷 し た.プ ラ イ マ ー お よ びGCク ラ ン プ の 塩 基 配 列 をTable2に 示 し た .
Table2.Primersequencesandpositions
Primer Positionsa Sequence
neoEUB933E-GC-clamp933-9555'-GC-clamp-GCACAAGCGGTGGAGCATGTGG-3'
neoEUB1387r1368-13875'-GCCCGGGAACGTATTCACCG-3'
GC-clamp,CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
aTh
enumbersusedforthepositionarethenumbersinthecorrespondingE.colisequence.
PCR
PCR反応 液 の組 成 は,3.OmMMgC12,0.2mMdNTPs,neoEUBプラ イマ ー各0.4mM,
耐 熱 性DNATaqポ リメ ラーゼ(パー キ ンエ ル マ)1.25Uとした.ア ニ ー リ ン グ温 度 を
各 サ イ ク ル毎 に0.5℃ず つ 減少 させ る タ ッチ ダ ウ ンPCRを 行 っ た.反 応 条 件 は,95℃
9分 間 でhotstartし,94℃1分(denaturation),65℃か ら55℃まで 各 サ イ クル毎 に0.5℃
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ず つ 減 少 させ1分(primerannealing),72℃3分(primerextension)を20サイ ク ル 行 っ
た の ち,94℃1分(denaturation)55℃1分(primerannealing)72℃3分(primer
extension)を10サイ ク ル,72℃7分(finalextensionstep)で行 っ た.
噬
グ ラ デ ィエ ン トフ ォ ー マ ー を用 い て,ア ク リ ル ア ミ ド総 濃 度6.5%(ア ク リ ル ア ミ
ド:ビ ス ア ク リ'ルア ミ ド=37.5:1)で,変 性 剤 濃 度 に直 線 勾 配 が で き る よ う に ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を 作 製 し た.40%ホ ル ム ア ミ ドと7M尿 素 を 含 む 溶 液 を 変 性
剤 濃 度100%と し て い る.泳 動 後 の ゲ ル は,SYBERGold(MolecularProbe)を用 い て
20分 間 染 色 した の ち,Fluorlmager(MolecularDynamics)で488nmアル ゴ ン レ ー ザ ー
を 用 い て ス キ ャ ン し,デ ジ タ ル イ メ ー ジ を 得 た.
結 果 お よ び 考 察
淡 水 中 に 多 く存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る(36-39)AcinetobacteYtalc・aceticus,
Flavobacterium/ohnsoniaeおよ び,し 尿 汚 染 の 指 標 菌 で あ るEscherichiacoliを用 い て
変 性 剤 濃 度 勾 配 の 検 討 を 行 っ た.Acinetobactercalcoaceticusおよ びE cherichiacoli
は,と も に プ ロ テ オ バ ク テ リ ア の γサ ブ ク ラ ス に 属 し て お り,16SrDNAの 塩 基 配 列
に基 づ く系 統 解 析 上,比 較 的 近 い グ ル ー プ に 分 類 さ れ て い る.一 方,Flavobacterium
/ohnsoniaeは,Acinetobactercalcoaceticusおよ びEscherichiacoliとは 離 れ た グ ル ー プ
に 分 類 さ れ て い る.系 統 的 に近 い 細 菌 と,離 れ た 細 菌 の 組 み 合 わ せ と し て,こ れ ら
3株 を 用 い た.Acinetobactercalcoaceticus,Escherichiacoli,Flavobacterium/ohnsoniae
か らPCR増 幅 して 得 た16SrDNA断 片 の 解 離 度 を 求 め る た め に,泳 動 方 向 と垂 直 方
向 に40%か ら80%の 変 性 剤 濃 度 勾 配 を も つ ゲ ル を 用 い て,55℃,100Vで3時 間 泳 動
を行 っ た(Fig.1).いず れ のDNA断 片 も変 性剤 濃 度 勾 酉弓に よ り,s字 型 の 泳動 パ ター
ン を示 した.変 性 剤 濃 度45%で は,い ず れ のDNA断 片 も,そ の塩 基 長 に応 じた泳
動 を示 して お り,2本 鎖 構 造 が 完 全 に維 持 され て い る もの と考 え られ る.変 性 剤 濃
度勾 配 が50%以 上 に な る と,泳 動 距離 に違 い が 現 れ,部 分 的 な1本 鎖 へ の 解 離 が 進
んで い る こ とを示 して い る.変 性 剤 濃 度 約55%以 上 で,Flavobacterium/ohnsoniae
の泳動 は ほ とん ど停 止 して い る こ とか ら,GCク ラ ンプ以 外 の全 て の配 列 が1本 鎖 に
解 離 した こ とが 分 か っ た.Acinetobactercalcoaceticus,Escherichiacoliでは,約60-65%
で泳 動 が 停 止 した.し た が っ て,今 回用 い た フ ラ゜ イマ ーか ら得 られ る16SrDNA断
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片 のDGGE解 析 に は,こ れ ら3株
が完 全 な2本 鎖 構 造 を維 持 す る変
性 剤 濃 度 で あ る45%か ら,タ ー ゲ
ッ ト配 列 の全 て が解 離 す る濃 度 で
あ る65%の 変性 剤 濃 度 勾 配 を もつ
ゲ ルが 適 当 で あ る と考 え た.
次 に,泳動 方 向 と平 行 方 向 に45%
か ら65%の 変性 剤 濃 度 勾 配 を持 つ
ゲ ル を用 い て,泳 動 時 間 の 検 討 を
行 っ た(Fig.2).Escherichiacoli,
地 下 水(Ki血tsu-M5),さら に,地
下 水 と の 比 較 の た め の 河 川 水
(Kuwazu)より抽 出 したDNAか ら
PCR増 幅 して得 た16SrDNA断 片
を一 定 時 間 毎 に ア プ ラ イ し,泳 動
時 間 とバ ン ドパ タ ー ンの 変 化 を 追
・器
2
°
O
お
U
5
0
0.,一.
U
.豊'd
1
40
iii
506070
denaturant
i
80
Fig.1.Pe叩endicularDGGEseparationpattemof
amixtureofPCR-amplified16SrDNAfragment
fromA.calcoaceticus(Ac),E.coli(Ec),and
F.johnsoniae(Fj).
跡 した.Escherichiacoliでは10時 間,地 下水,河 川 水 サ ンプル で は12時 間で 全DNA
断 片 の泳 動 が ほ ぼ 完 了 した.以 上 の こ とか ら,本 プ ラ イマ ー を用 い た 地 下 水 試 料 の
DGGE解 析 条 件 と して は,55℃,100V,変性 剤 濃 度 勾 配45%か ら65%で12時 間泳
動 が 適 当 で あ る こ とが わ か った.
環境 中 の 細 菌 の 解 析 に分 子 生 物 学 的手 法 を適 用 す る にあ た っ て は,DNAの 抽 出効
率 な らび に再 現 性 を十 分 考 慮 しな け れ ば な らな い.Gillanら(40)は,バイ オ フ ィル ム
の 細 菌 群 集構 造 解析 にお い て,DNA抽 出法 の 違 い に よ るDGGEバ ン ドパ ター ンの違
い を比 較 し,凍 結 ・融 解 法 が 有効 で あ る と報 告 して い る.そ こで,地 下水 お よび河
川 水試 料 中 の細 菌 か らのDNA抽 出 に凍 結 ・融 解 法 を用 い て,そ の再 現 性 を確 認 した.
河 川 水(Kanzakibashi),地下 水(Kimitsu-C,Ki血tsu-M5)試料 を用 い て,細 菌 の 回収,
DNA抽 出 お よびPcRを 各 試 料3回 繰 り返 し,DGGE解 析 を行 っ た結 果 をFig.3に示
した.い ず れ のサ ンプ ル にお い て も,同 様 のバ ン ドパ タ ー ンが み られ,今 回用 い た,
細 菌 の 回 収 法 お よびDNA抽 出 法 の 高 い 再 現性 が確 認 され た.
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45%
揖豊
ε§
名
65%
E.coli groundwater riverwater
Fig・2・T㎞・廿・v・1・xper㎞・nt・fDGGE・epar・ti・n卿・m・fPCRampl丗 。d
16SrDNAfromE .coli,groundwatersample(Kimitsu-MS),andriverwater
sample(Kuwazu).Thetimecourseoftlleexperimentsis血dicatedabovethe
lanesinhours.
自然 環 境 中 の 細 菌 群 集 構 造 解
析 へ のDGGE法 の適 用 は,Muyzer
ら に よ っ て,1993年 に は じめ て
報 告 され た(19).約200bpの16S
rDNA断片 を増 幅 す る プ ライ マ ー
を用 い る こ と で,バ イ オ フ ィ ル
ムの 細 菌 群 集 構 造 をDGGEの バ
ン ドパ タ ー ン と して 解 析 して い
る.し か しな が ら,彼 等 の 用 い
た プ ラ イ マ ー で は,標 的 とす る
塩 基 長 が 短 す ぎ る た め 十 分 な 解
析 が で きず,よ り長 い 領 域 を 標
的 と し た プ ラ イ マ ー を用 い る 必
要 性 が 報 告 さ れ た(41).そ こで
65%
(a) (b) (c)
Fig.3.DGGEanalysisoftriplicatesamplestaken
from(a),Kanzakibashi;(b)Kimitsu-M5;
(c)Kimitsu-C.ConditionforDGGEis55°C,
100V,12h.
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今 回,DGGE法 の 地 下 水 試 料 へ の 適 用 を検 討 す る にあ た っ て は,当 研 究 室 にお い て
新 た に設 計 した,真 正 細 菌 の16SrDNAに 特 異 性 を示 す ユ ニバ ーサ ル プ ラ イマ ー を
用 い た.
DGGE法 は,細 菌 群 集 の 多 様 性 の 変 化 をバ ン ドパ タ ー ンの 変 化 と して捉 え る こ と
の で きる優 れ た手 法 で あ る.し か しなが ら,菌 種 に よ り16SrDNAの コ ピー数 が 異
な る(42),PCR増幅 に よ るバ イ アス(43,44)がか か る,さ らに,存 在 量 が全 細 菌 数 の1%
以 下 で あ るマ イ ナ ー な細 菌 につ い て はバ ン ドと して検 出 で きな い(45)などの 問題 か ら,
DGGEバ ン ドパ タ ー ンは細 菌群 集構 造 を忠 実 に表 現 した もの で は ない とい う点 に注
意 しなけ れ ば な らな い.同 一 地 点 にお い て細 菌 群 集 の多 様 性 の連 続 的 な変 化 を解析
す る場 合 に は,こ れ らの 問題 が 全 て の サ ン プ ル に一 様 に影 響 す る こ とか ら,DGGE
解 析 結 果 は 元 の 細 菌 群 集 の多 様 性 の変 化 を よ く反 映 した もの で あ る と考 え る こ とが
で きる.一 方,異 なる地 点 で得 たDGGE解 析 結 果 か ら細 菌 群 集 の 多様 性 の 違 い を述
べ る場 合 に は,上 述 の 問題 点 につ い て十 分 に考 慮 す る必 要 が あ る.
小 括
地 下水 中 の細 菌 群 集 の多様 性 を解 析 す る た め のDGGE法 の変 性 剤 濃 度勾 配 を検 討
す る に あ た っ て は,Acinetobactercalcoaceticus,Escherichiacoli,Flavobacterium
johnsoniaeを用 い た.泳 動 方 向 と垂 直 方 向 に変 性 剤 濃 度勾 配 を持 つ ゲル を用 い て55℃,
100V,3時間 泳動 を行 った結 果,Flavobacteriurn/ohnsoniaeで約55%,Acinetobacter
calcoaceticus,Escherichiacoliでは60-65%で一 本 鎖 に解 離 す る こ とが分 か っ た.ま
た,い ず れ の サ ンプ ル も45%では,完 全 な2本 鎖DNA構 造 を維 持 す る こ とが分 か っ
た.こ の こ とか ら,本 プ ラ イマ ー を用 い たDGGE解 析 には,45%か ら65%の 変性
剤 濃 度勾 配 が 適 当 で あ る と考 え た.次 に,Escherichiacoli,地下水,河 川 水 試料 を
用 い て,泳 動 時 間 の検 討 を行 っ た.泳 動 方 向 と平 行 方 向 に45%か ら65%の 変 性剤
濃 度 勾 配 を もつ ゲ ル を用 い て 泳動 した結 果,Escherichiacoliでは泳 動 時 間10時 間,
地 下水,河 川水 試料 で は泳動 時 間12時 間 でDNA断 片 の 泳動 が ほ ぼ完 了 す る こ とが
示 され た.ま た,今 回用 い た細 菌 回収 法 お よ びDNA抽 出法 の再 現性 が 確 認 され た.
以 上 の こ とか ら,本 プ ラ イマ ー を用 い たDGGE法 を地下 水 中 の細 菌群 集 構 造 解析
に適 用 す る にあ た っ て は,変 性 剤 濃 度 勾 配45%か ら65%,55℃,100V,12時間泳
動 が適 当 で あ る と考 え られ た.
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第 二 章 バ イ オ レメ デ ィエ ー シ ョン実 証 試 験 にお け る地 下水 中の細 菌 群
集 構 造 の変化
微生物の持 つ多様な化学物質分解能を利用す るバ イオ レメデ ィエーシ ョンが,有
害化学物質で汚染された土壌や地下水などを浄化す る技術 として世界的に注 目され
ている.本 技術は,現 場での運用が可能なことか ら,環 境 中に広 く拡散 した汚染物
質 を低 コス トかつ効率的に除去 しうるもの として期待 されている.し か しなが ら,
バイオ レメデ ィエーションにおいて微生物がその浄化の中心的役割を担 っているに
もかかわ らず,処 理における微生物の寄与については手法上の制約か ら,未 だブラ
ックボックス として扱 われている.そ のため,効 率的な浄化が見 られない場合の
原因解明や解決策について,微 生物学的な面か らの検討がで きない という問題があ
る.さ らに,バ イオレメディエーシ ョンの生態系への影響 を評価する上で必須 とな
る,微 生物 に対する影響 について理解されていないため,バ イオレメディエーシ ョ
ンの環境,ま た生態系への負荷 を客観的に評価 ・確認す ることが難 しいという問題
を抱えている.
そ こで,本 研究ではDGGE法 を用いて,バ イオレメディエーション実証試験 にお
ける細菌群集構造の変化 を客観的 ・定量的に解析 し,処 理の細菌群集 に対する撹乱
についての知見 を得た.
材料および方法
バ イオレメデ イエーション実証試験
千葉県君津市久留里市場で行われたバ イオレメデ ィエーシ ョン実証試験現場周辺
の概況 をFig.4に,実証試験現場の概要をFig.Sに示 した.Fig.4中の工場が汚染源
であ り,地 下水流 に沿って トリクロロエチLン 汚染が広が っている.実 証試験現場
の地下水は約200μgr1のトリクロロエチレン汚染がみ られた.第 一帯水層 は,地
表面下約8か ら18m(標高34か ら44m)に分布 し,地 下水温度 は15-16℃,pH6-7,
溶存酸素濃度 は4-6mgr1で ある.原 位置バイオ レメディエーション実証試験は
1998年9月25日より1999年1月19日まで行われた.揚 水井戸か ら汲み上げた地
下水にメタン,酸 素,栄 養塩を添加 して注入井戸か ら1.51min.4の流量で戻す とい
う,循 環式の方法が用い られた.バ イオレメディエーシ ョン装置の運転条件 は,メ
タン(10mgr1)190分注入,水50分 注入,酸 素30mgr1と栄養塩(KNO330mg1-1,
10
KH2PO415mgr1)190分
注 入,水50分 注 入 とい
うパ ル ス 注 入 で あ っ た.
1998年12月21日 まで
メ タ ン,酸 素,栄 養 塩 の
注 入 を 継 続 し た の ち,
1999年1月19日 まで
は,地 下 水 の循 環 の み を
行 っ た.採 水 地 点 を
Fig.5に示 す.サ ン プ リ
ング井戸S1,S2,S3お
よ び コ ン トロ
ー ル 井 戸 よ り
採 水 器(井 戸
用 採 水 器 形
式;SY-IK-B,
400m1容,吉
野 計 器)を 用
い て,地 下 水
500mlを採 取
した.サ ンプ
リ ン グ は,実
証 試 験 開 始 前
日,実 証 試 験
10,31,40,45,
10mFig .4.SamplingsiteinKimitsucity.
Fig.5.SchemeofthelocationofsamplingwellS1,S2,S3,injectionwell,
extractionwell,andcontrolwellatKururitestsite.
52,60,66,73,80,87日 目,お よ び処 理 終 了 後29日 目 に行 っ た.
細 菌 数 測 定
全 菌 数 測定 には,PI(propidiumiodide;Sigma)を用 い た(46),90℃,3分間 で熱 固定
した試 料 に対 し,PIを 終 濃 度Sigmrlと な る ように加 え,室 温,遮 光 下 で15分 間
染色 した.蛍 光 染 色 した 試料 を孔 径0.2μmの ポ リカ ー ボ ネ ー トフ ィル ター(東洋
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濾 紙)上 に捕 集 し,プ レパ ラー トを作成 後,蛍 光顕 微 鏡AX70(オリ ンパ ス)で観 察 した.
光 学 フ ィ ル タ ーは,M-WIGcubeを使 用 した.各 試 料 に つ い て細 菌 数 が1視 野 あ た
り80個 以 上 に なる よ う に調 整 し,1試 料 当 た り30視 野 以 上 を計 数 した.
コ ロ ニ ー 形 成 菌 数 の 測 定 に は,R2A寒 天 平 板 培 地(47)(酵母 エ キ ス,DifcoProteose
PeptoneNo.3,カサ ミノ酸,グ ル コース,可 溶 性デ ンプ ン各0.5g;ピル ビ ン酸 ナ トリ
ウム,K2HPo4各o.3g;Mgso4・7H200.05g;寒天15.ogrl)を用 い た.各 試 料 を
滅 菌 蒸 留 水 で段 階 希 釈 し,そ の100μ1をR2A寒 天 平 板 培 地 に塗 沫 した.25℃ で1
週 間培 養 した の ち,生 じた コロニ ー を計 算 した.
DNA抽 出,PCR
DNA抽 出お よびPCRは 第一 章 に示 した 条件 で行 っ た.
DGGE解 析
第 一 章 で 決 定 したDGGE条 件 を用 い た.
DGGEバ ン ドパ タ ー ン解 析
SYBERGold(MolecularProbe)を用 い て20分 間 染 色 し た ゲ ル を,FluorImager
(MolecularDynamics)で488nmアル ゴ ン レーザ ー を用 い て デ ジ タル イ メ ー ジ を得 た.
デ ジ タ ル イ メ ー ジ を ㎞ageQuaNT(ver.4-2-J)を用 い て各 バ ン ドの 輝 度 を数 値 化 し,多
様 性 指 数 で あ るShannonindexの算 出(27)とバ ン ドパ ター ンの 差 異 度 の算 出 に用 い た.
以 下 の式 に基 づ き各 レー ンのバ ン ドパ タ ー ンよ りShannonindexを算 出 した.
Pi=ni/N
(ni;各バ ン ドの輝 度,N;全 バ ン ドの輝 度 の総 和)
Shannonindex(H)=一ΣPilogPi
(Pi;レー ン内 で の各 バ ン ドの持 つ 重 要 度)
次 に,対 応 す るバ ン ドの輝 度 の 違 い か ら各 レー ン間 の バ ン ドパ タ ー ンの 差 異 度 を
求 め,計 量 的 多次 元 尺 度 法(48)を用 い て解 析 す る こ とで,各 バ ン ドパ タ ー ンの 差 異 度
を2次 元 上 の プ ロ ッ ト問の距 離 と して表 現 した.解 析 に は,SPSS9.OJforWindows
(SPSSJapan)を用 い た.以 下 にそ の手 順 を示 す.
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(1)レ ーン内での全バン ド輝度 に対する各バ ンド輝度の割合 を求める.
レーンAにおけるバンドiの輝度
Ai=
レー ンAに お け るバ ン ドの 輝 度 の総 和
(i=1～P,P;泳動 距 離 の 異 な るバ ン ドの 総 数,バ ン ドの 欠 損 はoと して扱 う)
(2)各 レーン問のP次 元空間における差異度 を求める.
P
(Ai.Bi)2DAB=i=1
DAB;レー ンA,B問のP次元 空 問 にお け る差 異 度
(3)Stressをで き る だけ小 さ くす る よ う に(Xi,Yi)を決 定 す る.
s一 響 α(P)_(2
kak))
(P)
αk;P次 元 空 間 にお け る錮 の レー ン問 の距 離
(k=1～n(n-1)/2)
DGGEバ ン ドの シ ー ク エ ンス解 析
目的 とす るバ ン ドを切 り出 し,Centrilutor(Amicon)を用 い て150V,3時 間通 電 し,
ゲ ル切 片 中 のDNAを 回収 した.回 収 したDNAの 一 部 を用 い て 再 びPCR増 幅 した
の ちDGGE解 析 を行 い,元 の バ ン ドの位 置 と同 じ位 置 で あ る こ と を確 認 した.回 収
したDNAが 元 のバ ン ド由来 で あ る こ とを確 認 した の ち,GCク ラ ン プ を付 加 して い
ないneoEUBプ ライ マ ー を用 い て,PCR増 幅 し,シ ー クエ ンス 解析 に用 い た.シ
ー クエ ン ス解析 はABIPRISM310GeneticAnalyzer(PRAppliedBiosystems)のプ ロ トコ
ー ル に基 づ い て行 った .
結果および考察
注入井戸か ら1.5m離れたサンプリング井戸S1,注入井戸から半径1m以 内に位置
するサ ンプリング井戸S2,S3,および汚染現場の上流部に位置 し,バ イオレメディ
エーション処理の影響 を受けないコン トロール井戸 より採取 した地下水試料の全菌
数 とコロニー形成菌数をFig.6に示 した.い ずれの地点においても,全 試験期間を
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Fig.6.Changesinnumberofbacteriaatfoursamplingwells.O,Totaldirectcounts
determinedbyPIstaining;●,ColonyformingunitsonR2Amedium.
通 じて全菌数はコロニー形成菌数に比べて約10倍高い値を示 した.こ のことか ら,
バイオレメディエーシ ョン処理現場地下水 において も,通 常の方法では,培 養困難
な細菌が多 く存在することが確認 された.ま た,実 証試験 中,全 菌数,コ ロニー形
成菌数の変化 に一定の傾向は見 られなかった.
S1,S2,S3,およびコン トロール井戸から採取 した地下水サンプルを用いたDGGE
解析結果をFig.7に示 した.全 てのサ ンプルにおいて多数のバ ン ドが見 られ,多 種
多様な細菌の存在を示 した.S1,S2,S3において,メ タン注入処理後にバ ン ドパ
ターンの大 きな変化が見 られた.一 方,コ ン トロール井戸 では,全 試験期 間を
通 じて,比 較的安定 したバ ン ドパ ターンが示 された.
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Fig. 7. DGGE analysis of PCR-amplified 16S rDNA fragments from sampling well 
 Si, S2, S3, and control well. The time course of the experiments is indicated above 
the lanes in days.  B1 day,one day before the start of treatment; A29 days, 29 days 
after the end of treatment.
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DGGEバンドパ ターンの変化を客観的に示 した方法 として,Eichnerら(27)が報告 し
た多様性指数の算出とVanHannenら(30)による非計量的多次元尺度法 を用いた類似性
評価がある.Eichnerらは活性汚泥サ ンプルより得たDGGEバ ンドの輝度と数に基
づいて多様性指数の1つ であるShannonindexを算出した.細 菌群集の多様性 の量
的変化 を解析で きる優れた手法であるが,変 化の内容すなわち質的な変化 を知 るこ
とがで きないため,Shannonindex.は同 じであるが細菌群集構造は異 なる2つ の群集
を区別することがで きない.VanHannenらは湖水 マイクロコズム試料 を用いて得 た
DGGEバ ンドパ ターンの比較において,泳 動距離が一致 したバ ンドの数 に基づ く類
似度 を算出し,非 計量的多次元尺度法 を用いて解析することで,バ ン ドパター ンの
類似度 を2次 元上のプロット間の距離 として表現 した.サ ンプル問の類似性 を容易
に知ることので きる優れた手法である.し か しなが ら,バ ンドパターンの類似度の
算 出において各バ ン ドの輝度 を考慮 に入れていないため,個 々の種の存在量の変化
による細菌群集の違いを結果 に反映することがで きない.そ こで本実験では,DGGE
バ ン ドパ ター ンを,デ ジタルイメージ として取 り込み,各 バン ドの輝度を数値 化 し
たのち,Shannonindexの算 出と類似性評価 を同時に行い,細 菌群集の多様性の変化
を量的 ・質的に解析 した.バ ンドパターンの類似性評価にあたっては,各 バン ドの
輝度 を用いることで,個 々の種 の存在量 の違いを反映 した差異度 を算 出し,計 量 的
多 次 元 尺 度 法 に よ る解 析 を行 っ た.
Shamonindexを算 出 した 結 果
をFig,8に示 した.s2,s3で 処
理10日 目 にShannonindexはそ
れ ぞ れ1.10か ら0.89,1.33から
1.13へと減 少 し,多 様 性 の 急 激
な 減 少 が 示 され た.し か しなが
ら,そ の 多様 性 は,処 理31日 目
に は 元 の レベ ル に 回復 し,そ の
後 も高 い 多様 性 を維 持 した.一
方,S1に お い て は,処 理 直 後 の
急 激 な 減 少 は見 られ ず,処 理 前
と 同様 も し く は,や や 高 い 多 様
1.5
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1.3
x
碧12
倉
碧1.1
.≧
口1
.0
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Fig.8.ShannonindexoftheDGGEbandingpattern
fromFig.7.●,S1;口,S2,■,S3;○,control.
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性が示 された.こ の違いの理 由としては,S1は,注 入井戸 から最 も離れた地点に
位置 してお り,S2,S3に比べて処理の影響が弱かったためではないかと推察 される.
メタン注入停止後のサ ンプルでは,S3に おいて減少する傾向がみ られたが,Sl,
S2の多様性はほとんど変化が見 られなかった.バ イオレメディエーション処理停
止後の細菌群集の多様性の変化 を調べるため には,さ らに,長 期 間にわたるモニ タ
リングが必要であると思われる.コ ン トロールでは,実 証試験期間中Shannonindex
は1.03から1.21の問で変動 してお り,一定の傾向は認められなかった.ま た,そ
の変動の大 きさは,処 理区のサンプルに比べて小 さいものであった.本 結果か ら,
バイオ レメディエーシ ョン実証試験現場 の地下水では,処 理 により一時的 に細菌群
集の多様性は減少するものの,短 期間の うちに回復 し,処 理開始前 とほぼ同 じレベ
ルを維持 することが示 された.こ のことは,バ イオレメディエーションは,細 菌群
集の極端 な単純化,す なわち不可逆的な多様性の減少 を引 き起 こす ものではないこ
とを示 している.Macnaughtonら(49)は,海岸部でのオイル汚染 をシミュレー トした
バ イオレメディエーシ ョン実証試験から,バ イオレメディエーション処理 によ り,
現場の細菌群集の多様性が高 まることを報告 している.一 般 には,強 いス トレスを
受けた環境 中の細菌群集の多様性は減少することが知 られている(50-52).しか しなが
ら,バ イオレメディエーションでは,基 質 とともに,酸 素お よび栄養塩の注入 を行
っていることか ら,分 解菌以外の一般細菌の生育が同時に促 され,そ の結果,多 様
性の高い細菌群集が形成 されたのではないか と考えられる.
Shannonindexの結果からは,急 激な多様性 の増減,お よび回復 を確認できるもの
の,そ の質的変化 については知ることができない.そ こで,細 菌群集の多様性の質
的な変化 を解析するために,各 レーン間のバ ン ドパターンの差異度 を求め,多 次元
尺度法を用いて解析 し,細 菌群集構造の類似性 を2次 元上のプロット問の距離 とし
て示 した(Fig.9).s2,S3では,メ タン注入処理10日 目,31日目,40日目,45日
目とバ ン ドパ ター ンは大 きく変化 したのち,破 線円内に示 した類似性の高いグルー
プへ と収束する傾向が見 られた.し たが って,S2,S3での細菌群集は処理後45日
目まで大 きく撹乱 され,そ の後,比 較的安定 した群集構造 を形成する もの と考 えら
れる.ま た,最 終的に形成された細菌群集構造は,処 理開始前の構造 とは大 きく異
なってい ることが分かった.S1に おいて も変化に遅れが見 られた ものの,60日 目
以降で類似性の高いグループへ と収束 した.S1に おけるこの細菌群集の反応 の遅
れは,S1が注入井戸か ら最 も離れた地点に位置 しているためであると推察される.
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Fig.9.Two-dimensionalplotofmultidimensional
scalingstimulusscoresforDGGEbandingpattern
丘omFig.7.Bl,onedaybefc)rethestartof
treatment;D10,D31,D40,D45,D52,D60,D66,
D73,D80,D87are10,31,40,45,52,60,66,73,
80,87daysafterthestartoftreatment;A29,
29daysaftertheendoftreatment.
図中のX軸,Y軸 に示 した数字はデー タをプロットするために用いた ものであ り,
異なるfigure間での距離の比較に用いることはで きない.異 なる井戸間での細菌群
集構造の変化の大 きさを比較するためには,同 一ゲル上でDGGE泳 動 し,多次元尺
度法で解析する必要がある.そ こで,処 理区における群集構造の変動が コン トロー
ルでみ られる自然の状態での変動 に比べ て大 きいことを確認するために,S2と コン
トロールから得たサ ンプルを同一ゲル上でDGGE解 析 した.得 られたDGGEバ ン
ドパター ンをFig.10に,その差異度 を求め多次元尺度法で解析 した結果 をFig,11に
示 した.Fig.11の結果 は,コ ン トロール井戸でのデータのばらつ きはs2で のばら
つ きに比べて小 さいことを示 した.し たがって,処 理区で見 られた細菌群集構造の
変化は,バ イオレメディエーションにより引 き起 こされた ものであるといえる.
以上,多 様性指数 とバ ンドパターンの類似性 を評価 した結果か ら,バ イオレメデ
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イエーシ ョン実証試験現場の地下水 中の
細菌群集構造は,処 理開始後一時的に大
きく撹乱 されたのち,処 理に伴い,多 様
性が高 くかつ安定 した群集が形成 される
ことが分か った。 多様性が高 く安定 し
た細菌群集 は,外 乱に対する適応性が高
いと考えられている(5).したがって,本
結果は,バ イオレメディエーシ ョンによ
り変化 した細菌群集構造は,環 境 に適応
した ものであ り,多 様性の観点からは,
健全 な状態 にあることを示 しているもの
と考えられる.
実証試験期 間中,各 サ ンプリング井戸
において毎 日測定 された トリクロロエチ
レン濃度の結果 をTable3に示 した(53).処
理開始後1ヶ 月間は,ト リクロロエチレ
ン濃度 に大 きな変動が見 られ
た.こ の 期 間 は,細 菌 群 集 構
造 が 大 き く撹 乱 され た 期 間 で
もあ る.一 方,細 菌 群 集 構 造
が 比 較 的 安 定 した,45日 目以
降 で は,ト リ ク ロ ロエ チ レ ン
濃 度 も安 定 して い る こ とが 示
され て い る.実 証 試 験 期 間 中,
注 入 井 戸 よ り注 入 さ れ た 地 下
水 中 の トリ ク ロ ロ エ チ レ ン濃
度 は,192±10μgr1であ っ た.
こ の こ とか ら,本 実 証 試 験 現
場 で は,処 理45日 目以 降,約
10-15%のトリ ク ロ ロエ チ レ ン
2.0
1.0
の
0°萼
o
当
Q-1.0
一2.0
controlwellS2well
一 一一T-一 一]
魯鞴 罷喜鞴 鞴
崗9M° お 酪9富18お　 茸 一
.駅 僻 篇 窄 饗 Ψ
Fig.10.DGGEanalysisofPCR-amplified
16SrDNAfragmentsfromsamplingwellS2
andcontrolwell.Thetimecourseofthe
experimentsisindicatedabovethelanes
indays.B1,0nedaybeforethestart
oftreatment.
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Fig.11.Two-dimensionalplotofmultidimensionalscaling
stimulusscoresforDGGEbandingpatternfromFig.10.
○,samplingwellS2;●,controlwell;B1,0neday
beforethestartoftreatment;D10,D31,D60,D87are
10,31,60,87daysafterthestartoftreatment.
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Table3.Concentrationoftrichloroethyleneduringfieldexperiment
daysofoperation
S1
(μgl-1)
S2
(μgr1)
S3
(μgr1)
1-15(n=15)
16-30(n=15)
31-45(n=15)
46-60(n=15)
61-87(n=27)
178±16*
177±17
178±6
169±4
167±5
174±16
173±14
178±6
166±4
165±7
180±17
175±14
179±10
166±4
170±6
*Values
,Means±SD.
が安定 して除去 された も
の と考 え られる.こ れ
らの結果は,効 率的な ト
リクロロエチ レン除去へ
の細菌群集構造の多様性
およびその安定性の関与
を示す ものである.
今回の実証試験では,
メタン資化菌の増殖 を目
的 として,現 場地下水へ
のメタンの注入が行われ
た.そ こで,本 処理 に
よるメタン資化菌 と優占
種 との関係 を調べた。サ
ンプリング井戸S2で 得
たDGGE泳 動後 のゲル
より,強 い輝度を持つ9
本 のバ ン ド(Fig.12)すな
わち,優 占種 として存在
Fig.12.DGGEanalysisofPCR-amplified16SrDNA
fragmentsfromsamplingwell,S2.Thenumbered
allowsrefertotheexcisedandsequencedbands.
Thetimecourseoftheexperimentsisindicatedabove
thelanesindays.BIday,onedaybeforethestartof
tretment.A29days,29daysaftertheendoftreatment.
す る細 菌 の16SrDNAに由来 す るバ ン ドを切 り出 し,そ の塩 基 配 列 を決 定 したの ち,
FASTAを用 い てGeneBank上の 全 塩 基 配 列 に対 す る ホモ ロ ジ ー検 索 を行 っ た.ホ モ
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Table4.SequencesimilaritiesoftheexcisedbacterialbandsthatappearinFig.12.
Band °l
oSimilarityN
o.
Closestrelative
Taxonomic
description
1
2
3
4
5
6
7
8
9
93
87
92
96
87
85
70
84
90
Agrobacteriumsanguineum
Aquaspirillumdelicatum
Acidovoraxdelafieldii
Methylobacterpsychrophilus
Methylobacteriumsp.GK118
Methylocystissp.EBl
UnculturedACE-27
UnidentifiedBDS-13
UnidentifiedBDS-13
a-Proteobacteria
β 一Proteobacteria
(3-Proteobacteria
y-PYOZCOIJCICICYICC
a-Proteobacteria
≪-Proteobacteria
notclassified
notclassified
notclassified
ロジー検索の結果 をTable4に示 した.処 理10日 目に優 占種 として存在 した細菌に
由来す るバ ン ド4の 塩基配列 は,タ イプ1の メ タン資化菌であるMethylobacter
psychrophilus(54)と96%の相同性 を示 した.こ のことから,現 場では本菌が,メ タン
注入に速やかに反応 して増殖 した もの と考えられる.バ イオレメディエーション実
証試験期 間中の細菌群集構造の変化をモニタリングしたDGGE解 析結果では,こ の
バン ドは処理31日 目以降消失 してお り,本 菌が一時的に優 占種となるものの定着 し
なかった ことを示 した.処 理31日 目以降存在 したバン ド5,6の塩基配列は,タ イ
プIIの メ タン資 化菌 と比較 的高 い相 同性 を示 した.そ れぞれ,バ ン ド5は
MethylobacteriumGK118株(55)と87%,バン ド6はMethylocystisEB1株(56)と85%の相
同性 を示 した.処 理前のサンプルのみで存在 したバ ンド1か ら3は,そ れぞれ,プ
ロテオバ クテ リアの αサブクラスあるいはβサブクラス に属する細菌 に由来するも
の と考え られる.ま た,処 理10日 目を除 く全てのサ ンプルで存在 したバンド8,9
の塩基配列 は,BD5-13株と比較的高い相同性 を示 した.本 株 は,深 海の底泥サ ン
プルよりクローニ ングされたものである.メ タン注入処理 にともない出現 したバ ン
ド7の塩基配列については,現在のところ相同性の高い ものは見つからなかった.本
結果か ら,実 証試験現場地下水中へのメタン注入により一時的にタイプ1の メタン
資化菌が優 占種 とな り,そ の後,タ イプIIの メタン資化菌を含む複数の細菌が優占
種 として存在することが示された.
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以上,DGGEバ ン ドパターンからShannonindexの算出お よび類似性評価 を行 うこ
とで,環 境負荷の細菌群集への影響 を客観的 ・定量的 に解析することが可能 となっ
た.ま た,強 い輝度を示すバン ドの塩基配列 を決定することで,優 占種 の解析が可
能であることが示された.細 菌群集の多様性の変化を指標 とした環境影響評価 に寄
与する もの と期待される.
小括
DGGE法 を用いてバイオレメディエーション実証試験における現場地下水 中の細
菌群集の多様性の変化 を解析 した.ま た,強 い輝度を示すバ ン ドの塩基配列 を決定
し,実 証試験期間中,優 占種 として存在 した細菌の16SrDNA塩基配列 に基づ く系
統解析 を行 った.
DGGEバン ドパターンより算出したShannonindexから,メ タン注入処理 により現
場地下水中の細菌群集の多様性は,一 時的に減少す るものの,処 理に伴 い多様性は
高まり安定 した状態 になることが分かった.ま た,バ ン ドパ ターンの差異度 を多次
元尺度法 を用いて解析 したところ,メ タン注入処理 に伴い細菌群集構造 は大 きく変
化 したのち,処 理45か ら60日目以降で安定することが分かった.さ らに,効 率的
な トリクロロエチレン除去への細菌群集構造の多様性 および安定性の関与が示 され
た.一 方,処 理の影響を受けないコントロール井戸では,全 試験期間を通 じて比較
的安定 した細菌群集構造が維持された.
強い輝度 を示すバ ン ドの塩基配列 を決定 し,優 占種 の解析を行 った ところ,メ タ
ン注入処理開始直後 にタイプ1の メタン資化菌が優 占種 とな り,そ の後,タ イプII
のメタン資化菌を含 む複数の細菌が優占種 となることが示 された.
本実験 よ り,DGGE法 を用いることで,環 境負荷の細菌群集への影響 を,そ のバ
ンドパ ターンの変化か ら客観的 ・定量的に評価で きることが示 された.
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第 三 章 バ イ オ レ メ デ ィ エ ー シ ョ ン実 証 試 験 に お け る 地 下 水 中 の
メ タ ン 資 化 菌 の 挙 動
バ イオ レ メ デ ィエ ー シ ョンの 実 施 にお け る 汚 染 物 質 分 解 菌 の 挙 動 を把 握 す る こ と
に よ り,バ イ オ レメ デ ィエ ー シ ョンは よ り確 か な技術 とな る.し か しなが ら,そ の
挙 動 につ い て は手 法 的制 約 か らほ とん ど理 解 され て お らず,効 率 的 な 浄 化 が見 られ
ない場 合 の 原 因解 明 や 解 決 策 を微 生 物 学 的側 面 か ら検 討 す る こ とが で きな い とい う
問題 が あ る.
そ こで本 研 究 で は,メ タ ン資 化 菌 を標 的 とす る3種 類 の プ ラ イ マ ー を用 い てDGGE
解 析 を行 い バ イオ レ メ デ ィエ ー シ ョン実証 試 験 現 場 に お け る メ タ ン資 化 菌 の 挙 動 を
解 析 した.
材料 お よび 方 法
細 菌 株
実 験 に は,AeromonashydrophilaArCC7966,EscherichiacoliK12W3110,
FlavobacteriumbreveGIFU3159,Methylomonassp.KSWIII,Methylomonassp.KSW II,
Methylocystissp.M,MethylosinustrichosporiumOB3bを用 い た.
地 下水 試 料
第二 章 で 示 したサ ンプ リ ング井戸S2よ り,処 理 開始1日 前,10日 目,24日 目,31
日目,40日 目,45日 目,52日 目,60日 目,66日 目,73日 目に採 取 した地 下 水 を用
い た.
DNA抽 出
200mlの地 下 水 サ ン プ ル を孔径0.2μmの ポ リカー ボ ネ ー トフ ィル ター を用 い て
濾過 し,細 菌 を フ ィル ター 上 に捕 集 した.フ ィル ター を遠 心 管(15ml容)に 移 し
sodium-EDTA緩衝 液(1mMEDTA-2Na,20mMsodiumacetate,pH5.5)をlml加え
て 液 体 窒 素 で 凍 結 した の ち,室 温 で 融 解 した.Tris-EDTAで平 衡 化 し たPhenol-
cholorofbml-isoamylalcohol(25:24:1)6mlと25%SDS(sodiumdodecylsulfate)60μ1
を加 え,60℃ で5分 間振 と う した の ち,氷 上 で3分 間放 置 した.3,500x8,5分
間遠心 後,水 層 を別 の遠 心 管 に移 し,2.5倍量 の100%ethanolと2Msodiumacetate(pH
23
5.2)250μ1を加 え一20℃で3時 間以 上 静 置 した の ち,3,500xg,1時間遠 心 後,上
清 を捨 てた.70%ethanolで沈 殿 を洗 浄 した の ち,沈 殿 を乾 燥 させ50μ1の ろ過 滅 菌
水 で懸 濁 した.
PCRプ ラ イ マ ー
本 実 験 で使 用 した プ ラ イマ ー の塩 基 配 列 をTable5に示 した.タ イ プ1の メ タ ン資
化 菌 の16SrDNAに特 異 的 なプ ラ イマ ー を独 自 に設計 し,MIF,MIRと した.タ イ
プHの メ タ ン資化 菌 の16SrDNAに特 異 的 な プ ラ イマ ー を独 自に設 計 し,MIIF,MI【
Rと した.mmoX遺 伝 子 の検 出 に は,Miguezら(33)が設 計 したmmoX531,Shigematsu
ら(34)が設 計 した ㎜oX901お よびMcDonaldら(35)が設 計 した ㎜oX1403を 用 い た.
Table5.Primersequencesandpositions
Primer ゆPositionsSequence
MI-f-GC-clamp
MI-r
MII-f-GC-clamp
MII-r
mmoX531
423-442
984-1001
437-455
973-995
531-560
mmoX901-GC-clamp901-926
mmoX14031381-1403
5'-GC-clamp-GGGTTGTAAAGCACTTTCAA-3'
5'-CTGGATGTCAAGGGTAGG-3'
5'-TTTCGCCAGGGACGATAAT-3'
5'-GTCAAAAGCTGGTAAGGTTCTGA-3'
5'-CGGTCCGCTGTGGAAGGGCATGAAGCGCGT-3'
5'-GC-clamp-TGGGTSAARACSTGGAACCGCTGGGT-3'
5'-TGGCACTCGTAGCGCTCCGGCTC-3'
GC-clamp,CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG
aThenumbersusedforthepositionofMI-f,MI-r,MII-f,andMII-rarethenumbers
inthecorrespondingE.colisequence.ThenumbersforpositionsofmmoXprimers
arethenumberofbasesforthebeginningofmmoXgeneinMethylomonassp.KSWIII.
PAR
PCR反 応 液 の 組 成 は,い ず れ の プ ラ イ マ ー を用 い た 場 合 も,3.OmMMgCl2,0.2mM
dNTPs,プ ラ イ マ ー 各0.4mM,耐 熱 性DNATaqポ リ メ ラ ー ゼ(パ ー キ ン エ ル マ)1.25U
と した.MIF,MIRを 用 い たPCR反 応 条 件 は,95℃9分 間(hotstart),94℃1分
(denaturation),51℃1分(primerannealing),72℃3分(primerextension)を35サイ
ク ル,72℃7分(finalextension)で行 っ た.MIIF,MIIRを 用 い たPCR反 応 条 件 は,
95℃9分 間(hotstaの,94℃1分(denaturation),53℃1分(primerannealing),72℃
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3分(primerextension)を38サイ ク ル,72℃7分(finalextension)で行 っ た.
mmoX遺 伝 子 の 増 幅 に はsemi-nestedPCR法を用 い た.lstPCRを95℃9分 間hot
start,94℃1分(denaturation),65℃1分(primerannealing),72℃3分(primerextension)
を30サ イ ク ル,72℃7分(finalextensionstep)で行 っ た.1stPCR後 の 反 応 液0.5μ1
を2ndPCRに 用 い た.2ndPCRで は,touchdownPCRを行 っ た.反 応 条 件 は,95℃9
分 間 でhotstartし,94℃1分(denaturation),67℃か ら57℃ ま で 各 サ イ ク ル 毎 に05℃
ず つ 減 少 させ1分(primerannealing),72℃3分(primerextension)を20サイ ク ル 行 っ
た の ち,94℃1分(denaturation)57℃1分(primerannealing)72℃3分(primer
extension)を10サイ ク ル,72℃7分(finalextensionstep)で行 っ た.
DGGE
MIF,MIRプ ラ イマ ー を用 い てPCR増 幅 した16SrDNA断片 お よびMIIF,MI【R
プ ラ イマ ー を用 い てPCR増 幅 した16SrDNA断 片 の 解析 には,変 性 剤 濃 度勾 配45%
か ら65%の ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(総 ア ク リル ア ミ ド濃 度6.5%,アク リル ア ミ ド:
ビス ア ク リル ア ミ ド=375:1)を用 い て55℃ ,100Vで12時 間泳 動 した.mmoX遺
伝 子 のPCR増 幅 産 物 の解析 に は変 性 剤 濃 度 勾 配40%か ら80%の ポ リア ク リル ア ミ ド
ゲ ル(総 ア ク リ ル ア ミ ド濃 度6.5%,アク リル ア ミ ド:ビ ス アク リル ア ミ ド=37.5:1)
を用 い て55℃,100Vで12時 間 泳動 した.
DGGEバ ン ドの シ ー クエ ンス解 析
目的 とす るバ ン ドを切 り出 し,Centrilutor(Amicon)を用 い て150V,3時 間通 電 し,
ゲ ル切 片 中のDNAを 回収 した.回 収 したDNAの 一部 を用 い て,再 びPCR増 幅 し
た の ちDGGE解 析 を行 い,元 のバ ン ドの位 置 と同 じ位 置 であ る こ と を確 認 した.回
収 したDNAが 元 のバ ン ド由来 で あ る こ とを確 認 したの ち,GCク ラ ン プ を付 加 して
い ない プ ラ イマ ー を用 い て,PCR増 幅 した.16SrDNA断 片 は ,そ の ま ま シー クエ
ンス解 析 に用 い た.mmoX遺 伝 子 断 片 は,TAcloningkit(lnvitrongen)を用 い て ク ロ ー
ニ ン グ を行 い ,得 られ た ク ロ ー ン よ りプ ラス ミ ドを抽 出 し,シ ー ク エ ンス解 析 に用
い た.シ ー クエ ンス解 析 はABIPRISM310GeneticAnalyzer(PRAppliedBiosystems)
の プ ロ トコー ル に基 づ い て行 っ た.
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結果および考察
メタン資化菌はホルムアル
デヒ ドの代謝経路や膜構造の
違いなどの特徴 により,タ イ
プ1とIIに分類される(57).ま
た,可 溶性メタンモノオキシ
ゲナーゼを持つ一部のメタン
資化菌 は トリクロロエチ レン
を共代謝的に分解できること
が知 られている(58-61).そこ
で,本 実験では,第 二章で述
べたバ イオレメディエーショ
ン実証試験現場 におけるメタ
ン資化菌の挙動 を各 タイプ別
に追跡するために,タ イプ1
のメタン資化菌の16SrDNA
に特異的なプライマー とタイ
プIIの メタン資化菌の16S
rDNAに特異的なプライマー
を独 自に設計 し,DGGE法に
用いた,ま た,ト リクロロ
エチレン分解能 を持つメタン
資化菌の挙動を追跡するため
に既知のプライマーを組み合
わせたsemi-nestedPCRを行
い,DGGE法による解析 を行
った.
今回用いたプライマーの特
異性をFig.13に示 した.実
験に用いた4株 のメタン資化
Fig.13.PCRamplificationofmethanotrophDNAwith
typeImethanotroph16SrDNAspecificprimers(A),
typeIImethanotroph16SrDNAspeckprimers(B),
andmmoXspecificprimers(C).LanelcontainedpHI'
sizemarker.Lane2togcontainedPCRproductsobtained
afteramplificationofmethanotrophandnon-methanotroph
DNAtemplate.LanegcontainednotemplateDNA.
Lane2,Methylomonassp.KSPIII;lane3,
Methylomonassp.KSWIII;lane4,Methylocystissp.M;
lane5,MethylosinustrichosporiumOB3b;lane6,
Aeromonashydrophila;lane7,Escherichiacoli;
lane8,Flavobacteriumbreve.
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菌はいずれ も可溶性 メタンモノオキシゲナーゼを持つメタン資化菌である.各 プラ
イマーが標的 とする細菌でのみPCR増 幅が見 られ,今 回のプライマーの特異性が確
認された.
タイプ1お よびタイプIIのメタン資化菌を標的 としたDGGE解析結果 をFig.14に
示 した.試 料には,第 二章で述べたサンプリング井戸S2か ら採取 した地下水 を用
いた.い ずれの結果 も単純 なバン ドパターンを示 してお り,特定の種のみが優占種
として存在することが分かった.タ イプ1の メタン資化菌を標的としたDGGE解析
結果では,メ タン注入10日 目に強い輝度 を持つバンド1が一時的に出現 し,そ の後
消失 した.一 方,タ イプIIを標的とした結果では,処 理31日 目にバ ン ド2が 出現
しその後強い輝度を示 した.本 結果はバ イオレメディエーションによ り,まず タイ
プ1の メタン資化菌が増殖 し,そ の後 タイプIIのメタン資化菌が優占種 として存在
したことを示 してお り,第二章で得 た結果 と一致 した.
A
の ゆ この 　 の ゆ ゆ の の
喜髫喜喜魯魯喜魯喜善
一 〇 寸 尸　 Oい 　 o丶 ◎cら
ロ ーNM寸 寸 い 丶◎ 丶◎ 卜
B
の の の くぬ の の の びコ ゆ
詮 澄 詮 貯 貯 詮 詮 澄溢 貯
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Fig.14.DGGEanalysisofPCR-amplified16SrDNAfragmentsgenerated
withprimersspecificfortypeImethanotrophs(A)andfortypeII
methanotrophs(B)fromsamplingwellS2groundwater.Thetimecourse
oftheexperimentsisindicatedabovethelanesindays.Blday,oneday
beforethestartoftreatment.
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バ ン ド1,2を 切 り出 し,塩 基 配列 を決 定 した の ち,ホ モ ロ ジー検 索 を行 った.メ
タ ン注 入 処 理 直 後 に増 加 した バ ン ド1の 塩 基 配列 は,Methylobacterpsychrophilusお
よびMethylobacterT20株と98%の 相 同性 を示 した こ とか ら,バ ン ド1の 由来 とな る
菌 はMethylobacter属で あ る と考 え られ る.ま た,バ ン ド2の 塩 基 配 列 は,Methylocystis
M株(62),MethylocystisEB1株,およびLR1株(63)と98%の相 同性 を示 した こ とか ら,
バ ン ド2の 由来 とな る菌 はMethylocystis属で あ る と考 え られ る.Methylocystis属の
メ タ ン資 化 菌 は可 溶 性 メ タ ンモ ノ オ キ シゲ ナ ー ゼ を持 って お り,ト リ ク ロ ロエ チ レ
ン を共 代 謝 的 に分 解 す る こ とが知 られ て い る(64).した が って,バ ン ド2の 由来 とな
る細 菌 は,ト リ ク ロ ロエ チ レ ン分 解 能 を持 っ てい る もの と考 え られ る.ま た,そ の
出 現 時 期 は,第 二 章 で示 され た トリ ク ロ ロエ チ レ ン 除去 が 安 定 化 した時 期 と一 致 す
る こ とか ら,本 菌 は効 率 的 な トリ ク ロ ロエ チ レ ン 除去 に寄 与 して い る もの と推 察 さ
れ る.一 方,Methylobacter属につ い て は,現 在 まで の とこ ろ メ タ ンモ ノ オ キ シゲ ナ
ー ゼ を持 つ 菌 の 存 在 は報 告 され て い な い .
次 に,mmoX遺 伝子 を標的 とし
たDGGE解 析結果 をFig.15に示 し
た.バ ン ド1は メタン注入処理 開
始前か ら処理66日 目まで強い輝度
を持 って存在 した.処 理31日 目
からはバン ド1に 加 えバンド2も
強い輝度 を持って存在 し,処 理73
日目にはバ ン ド2の みが強い輝度
を持つバ ン ドとして存在 した.こ
のことか ら,本実証試験における,
可溶性 メタンモ ノオキシゲナーゼ
を持つ メタン資化菌の優 占種 の変
化が示 された.次 に,バ ン ド1,2
を切 り出 し,塩 基配列 を決定 した
のち,ホモロジー検索を行 った.バ
ン ド1の 塩基配列は,タ イプ1の
メタン資化菌であるMethylococcucs
Fig.15.DGGEanalysisofPCR-amplified
mmoXgenefragmentsgeneratedwithDNA
丘omsamplillgwellS2groulldwateL
Thetimecourseoftheexperimentsisindicated
abovethelanesindays.BIday,onedaybefore
thestartoftreatment.
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capsulatusbath株(65)のmmoX遺伝子 と90%の相 同性 を示 した.バ ン ド2の塩基配列
は,タ イプIIのメタン資化菌であるLR1株のmmoX遺伝子 と95%の相同性 を示 し,
16SrDNAを標的とした解析結果 と一致 した.よ り正確 な系統解析のためには,そ
れぞれのバ ンドの由来 となる細菌の16SrDNAの塩基配列 に基づ く系統解析が必要
である.し か しなが ら,現 在 までに報告されているmmoX遺伝子の配列 に基づ く系
統解析は,16SrDNAに基づ く系統解析を良 く反映 していることか ら,バ ン ド1の由
来 となる細菌はタイプ1の メタン資化菌,バ ン ド2の由来 となる細菌はタイプ1【の
メタン資化菌 に属する もの と考えられる.以 上のことか ら,バ イオレメディエーシ
ョン処理の初期の段階での トリクロロエチ レン除去に関与 したのは,処 理前から優
占種 として存在 したタイプ1の メタン資化菌であるものと推察 される.そ の後,タ
イプ 皿 のメタン資化菌が増殖 し,よ り安定 した トリクロロエチ レン除去に関与 した
ものと考 えられる.
処理開始前 に行 われた,培 養法 に基づ く微生物解析では,現 場地下水か らはタイ
プ1【のメタン資化菌のみが検出され,タイプ1の メタン資化菌は検出されなかった(56).
今回の結果は,培 養法では検出されなかったタイプ1の メタン資化菌の存在 を確認
するものであ り,培養 に依存 しない本手法の有効性を示す ものであるといえる.
以上の結果か ら,バ イオレメディエーシ ョン実証試験現場地下水へのメタン注入
は,タ イプIIのメタン資化菌 を優占的に増殖するものであることが示された.
小括
タイプ1メ タン資化菌,タ イプ 皿メタン資化菌の16SrDNAに特異的なプライマ
ーを用いたDGGE解 析 を行い,バ イオレメデ ィエーション実証試験現場地下水中の
メタン資化菌の挙動を解析 した.ま た,可 溶性 メタンモ ノオキシゲナーゼをコー ド
しているmmoX遺伝子 に特異的なプライマーを用いたDGGE解 析を行い,ト リクロ
ロエチレン分解能 を持つメタン資化菌の優占種の変化を追跡 した.
タイプ1,タイプIIのメタン資化菌 を標的 としたDGGE解 析結果からメタン注入
に対 してまず タイプ1の メタン資化菌が速やかに増加 したのち,タ イプIIのメタン
資化菌が増加 して くることが分かった.16SrDNAの塩基配列 に基づ く系統解析 を
行 った ところ,メ タン注入処理直後 に増加 した菌は,Methylobacterpsychrophilusお
よびMethylobacterT20株と98%の相同性 を示 した.ま た,処 理開始31日 目以降に
増加 した菌は,MethylocystisM株,MethylocystisEB1株および土壌 より単離されたLRl
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株 と98%の相同性 を示 した.
mmoX遺伝子 を標的 としたDGGE解 析の結果から,本 実証試験 における可溶性メ
タンモノオキシゲナーゼを持つメ タン資化菌の優 占種の変化が示された.〃amoXの
塩基配列に基づ く系統解析 を行 ったところ,実 証試験開始前か ら60日 目まで優占種
として存在 した菌 はタイプ1の メタン資化菌であるMethylococcuscapsulatusBathと
90%,31日目以降優占種 として存在 した菌ーは,土 壌 よ り単離 されたタイプIIのメタ
ン資化菌であるLR1株 と95%の相同性 を示 した.し たがって,バ イオ レメディエ
ーシ ョン実証試験の初期の段階での トリクロロエチレン除去 に関与 したのは,処 理
前か ら優占種 として存在 したタイプ1の メタン資化菌であるものと考 えられる.そ
の後,よ り安定 した トリクロロエチ レン除去が見 られた期間では,タ イプ1の メタ
ン資化菌に加えて,タ イプ1の メタン資化菌の増殖が認め られた.
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総括
過度 な人 間活動は,地 球規模で見 られる水環境汚染を引 き起こし,我 々人類の生
存 を脅か している.河 川,地 下水 などの淡水資源の汚染の拡大防止,修 復 のために
は環境負荷の生態系への影響 を的確 に評価 し,根 本的な解決 を図らなければならな
い.そ のためには,環 境負荷の生態系への影響 を速やかに検出する必要がある.
生態系の根幹部を構成する細菌は,世 代交代時間が短 く,多様な機能 を持ってい
ることか ら,環境変化 に速やか に応答 した群集 を形成する.ま た,そ の変化は上位
の生態系 に影響 を及ぼす.し たがって,負 荷 に対する細菌群集の応答は,生 態系へ
の影響 を早期 に見出すための,優 れた生物指標 にな り得 る.
環境負荷の細菌群集への撹乱 を客観的 ・定量的に評価するにあたっては,細 菌群
集の多様性の変化 を解析することが有効になると考えられる.し か しなが ら,自然
環境中の細菌の大部分は培養で きない という手法上の制約や細菌の種の同定 は容易
ではない という問題か ら,環境負荷 に対する細菌群集の多様性の変化 については,
十分な解析がなされていない.そ こで本研究では,種 の同定 を行うことな く細菌群
集の多様性 の変化をゲル上のバ ン ドパターンの変化 として解析できる,変 性剤濃度
勾配ゲル電気泳動(DGGE)法に着 目し,環境負荷の地下水中の細菌群集に及ぼす影響
評価 に適用 した.
地下水 中には多種多様な細菌が存在するので,そ の多様性の解析にDGGE法を適用
するにあたっては泳動条件の最適化 を検討する必要がある.そ こで,真正細菌の16S
rDNAに特異的なプライマーを用いて標準株,地下水,河川水サンプルより得た16SrDNA
断片を分離するための変性剤濃度勾配,お よび泳動時間の検討を行った.そ の結果,
地下水 中の細菌群集構造の解析 には,55℃,100V,変性剤濃度勾配45%から65%
で12時間泳動が適当であることが示 された.
次 に,DGGE法を用いて,千 葉県君津市で行われたバイオ レメディエーシ ョン実証
試験現場地下水中の細菌群集の多様性の変化 をモニタリングし,処理の細菌群集へ
の影響 について調べた.バ イオレメディエーションにおいて微生物が汚染物質の浄
化の中心的役割 を担っているにもかかわらず,処 理 における微生物の寄与について
は手法上 の制約から,未 だブラックボックス として扱われている.し たがって,処
理の微生物群集への影響について理解 されていないため,バ イオレメディエーショ
ンの環境,ま た,生 態系への負荷 を客観的に評価 ・確認することが難 しい という問
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題 を抱 えている.DGGE法を用いて,バ イオレメデ ィエーション実証試験現場地下水
中の細菌群集の多様性 の変化 を解析 した結果,メ タン注入処理 により,細菌群集は
一時的に大 きく撹乱され,急激な多様性の減少が見 られたものの,処 理 に伴い多様
性は元の レベルに回復 し,かつ安定 した群集構造が形成 されることが分かった.多
様性が高 く,安定 した細菌群集は外乱に対する適応性が高い と考 えられることか ら,
本結果は,バ イオレメディエーションにより変化 した細菌群集構造は,多 様性の観
点からは健全 な状態 にあることを示 していると考え られる.ま た,比 較的安定 した
細菌群集構造が形成 された,処 理45日目以降では,約10-15%のトリクロロエチ レン
が安定 して除去 されてお り,汚染物質の除去 と細菌群集の多様性お よび群集構造の
安定性 との関係が推察 される.
バイオレメデ ィエーションの実施 における汚染物質分解菌の挙動 を把握すること
により,バ イオレメディエーションはより確かな技術 となる.し か しながら,そ の
挙動 については手法的制約か らほとんど理解 されてお らず,効 率的な浄化が見 られ
ない場合の原因解明や解決策を微生物学的側面か ら検討することがで きないとい う
問題がある.そ こで,本 バイオレメディエーシ ョン実証試験現場におけるメタン資
化菌の挙動 を解析するために,タ イプ1のメタン資化菌 の16SrDNAに特異的なプラ
イマー,タ イプHの メタン資化菌の16SrDNAに特異的なプライマー,お よび可溶
性メタンモノオキシゲナーゼをコー ドしているmmoX遺 伝子 に特異的なプライマー
を用いたDGGE解析 を行った.そ の結果,バ イオレメディエーシ ョン処理により,
メタン資化菌の優占種 はタイプ1か らタイプIIのメタン資化菌 にシフ トすることが
分かった.し たがって,バ イオレメディエーシ ョン処理の初期 の段階での トリクロ
ロエチ レン除去 に関与 したのは,処 理前か ら優 占種 として存在 したタイプ1の メ タ
ン資化菌であ り,その後,タ イプHの メタン資化菌が増殖 し,よ り安定 した トリク
ロロエチ レン除去 に関与 したもの と考 えられる.
今回の研究 により,DGGEバ ン ドパ ターンか ら多様性指数の算 出と類似性評価お
よび強い輝度 を持つバ ン ドの塩基配列の決定 を行 うことで,環 境負荷の細菌群集へ
の影響 を多様性の変化,優 占種の変化,お よび特定の機能 を持つ細菌の挙動 として
客観的に捉えることが可能となった.今 後,異 なるゲル問でのバン ドパ ター ンを比
較するための内部標準 の使用や,定 量的な解析 を行 うための定量的PCRの 適用 を検
討することで,細菌群集の多様性の変化をより詳細 に解析できる もの と考えられる.
細菌群集を生物指標 とした環境影響評価の確立に寄与するものと期待 される.
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結 論
1.DGGE法を用いることで,地 下水 中の細菌群集の多様性 を解析することが可能 と
なった.
2.DGGEバンドパ ターンを基準 とする多様性指数の算出,類 似性評価および塩基配
列決定により,環境負荷の細菌群集への影響 を,多様性の変化,優 占種の変化お
よび特定の機能を持つ細菌の挙動 として客観的に捉えることが可能となった.
3.バイオ レメディエーションにより,細菌群集の多様性は一時的に減少するものの,
処理 に伴い多様性 は回復 し再び安定することが分かった.
4.バイオレメディエーションにより細菌群集構造 は大 きく変化 したのち,も との細
菌群集構造 とは異なる,比 較的安定 した群集構造が形成 されることが分かった.
5.地下水へのメタン注入処理 により,タ イプIIのメタン資化菌が優占的に増殖する
ことが分かった.
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